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略語集 
本文並びに図表中に以下の略語を使用した。 
略語   英語      
HD  hemodialysis    
QOL  quality of life 
PBMCs  peripheral blood mononuclear cells 
mRNA  messenger RNA  
Nrf2; NFE2L2 nuclear factor E2-related factor 2; Nuclear factor (erythroid-derived 2) 
-like2 
NQO1  NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 
CKD  chronic kidney disease 
GFR     glomerular filtration rate 
RRT  renal replacement therapy 
HDP   hemodialysis product 
DXA  dual X-ray absorptiometry 
HMOX-1 heme oxygenase -1   
TXNRD1 thioredoxin reductase1 
IL-6  interleukin-6    
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GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
G6PD   glucose-6-phosphate dehydrogenase 
ME1  malic enzyme 1    
TALDO1 transaldolase 1 
PPAT   phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase 
TNF-α  tumor necrosis factor alpha 
GCLC; γGCL  glutamate-cysteine ligase catalytic subunit gene 
TKTL2  transketolase-like2 
β2-MG  β2-microgloburin 
ADL  activities of daily living 
PS  polysulfone 
PMMA  polymethyl methacrylate 
EVAL  ethylene vinylalcohol copolymer 
PES  polyethersulfone 
ECW/TBW extracellular water / total body water 
SRM  selected reaction monitoring 
PCR  polymerase chain reaction  
GNRI   geriatric nutritional risk index 
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ANOVA analysis of variance 
DW  dry weight 
BMI  body mass index 
Kt/V urea Kt/V for urea 
nPCR  normalized protein catabolic rate 
Bach1  BTB and CNC homology 1 
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1. 要約  
【背景】血液透析（hemodialysis; HD）患者は、非 HD 患者と比較し死亡率が高
く、quality of life（QOL）も低くなり、死亡率と強く関係する筋量・筋力が低下
するサルコペニアの発症が多い。HD 患者の死亡率を改善するための方法の一つ
として、通常は 1 回 3-5 時間週 3 回の通常透析を、1 回 8 時間週 3 回のオーバー
ナイト長時間透析へと変更することが有効である。オーバーナイト長時間透析
は生命予後、QOL が改善すると報告されているが、その機序には不明な点が多
く残っている。そこで本研究では、オーバーナイト長時間透析における有効性
の機序について検討した。 
【方法】HD 患者で 1 回 4-5 時間週 3 回の HD 患者 10 例（通常透析群）、1 回 8
時間週 3 回の HD 患者 8 例（オーバーナイト透析群）を対象とし単一透析施設
で横断研究を行った。生体電気インピーダンス法による骨格筋量などの測定を 2
ヶ月間隔で 2 回行い体成分の比較を行った。また、血漿中の尿毒症物質、30 種
のアミノ酸の測定を行い血中成分の違いを検討した。さらに血漿を用いて酸化
ストレスマーカーである 8-イソプロスタンを測定し、また末梢血単核球
（peripheral blood mononuclear cells: PBMCs）を単離し、酸化ストレス応答関連転
写因子 nuclear factor E2-related factor 2（Nrf2）、heme oxygenase-1（HMOX-1）、
NAD(P)H quinone dehydrogenase 1、thioredoxin reductase1（TXNTD1）やその関連
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因子の遺伝子発現について評価をした。 
【結果】生体電気インピーダンス法の結果から、骨格筋量、除脂肪量、ミネラ
ル量、タンパク質量における 2 ヶ月間の変化率はオーバーナイト長時間透析群
において有意に減少を抑制した。血漿アミノ酸測定の結果から、通常透析群と
オーバーナイト長時間透析群でサルコペニアに関与するロイシンなど、多くの
アミノ酸で有意差はなかった。オーバーナイト長時間透析群で通常透析群より
も低値を示したアミノ酸においてもアルギニン以外は基準値内であった。血漿
中尿毒症物質の比較から、タンパク結合型尿毒症物質であるインドキシル硫酸
が通常透析群と比較しオーバーナイト長時間透析群でより除去されていた。血
漿 8-イソプロスタン量の比較から、HD 前後の変化率と血漿インドキシル硫酸に
正の相関を認めた。さらに、PBMCs の酸化ストレス応答関連因子について調べ
た結果、Nrf2 関連酵素である HMOX-1 の遺伝子発現の変化率がオーバーナイト
長時間透析群で増大していた一方、TXNRD1 はオーバーナイト長時間透析群で
低い傾向を示した。 
【結論】1 回の透析時間を 8 時間と長時間にすることで、アミノ酸の低下は確認
されず、タンパク結合型尿毒症物質であるインドキシル硫酸が除去され、酸化
ストレスが低下し筋組織が保護されることが示唆された。 
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2. 研究背景 
2.1 慢性腎臓病（chronic kidney disease; CKD） 
腎臓は、老廃物、体液を体外に排出し、アミノ酸代謝に関わるなど生命維持
に重要な機能を担っている 1)。糸球体と尿細管で構成される腎臓の基本単位をネ
フロンといい、日本では平均 64 歳の健常人での研究があり、一つの腎臓に約 66
万個程度あると報告されている 2)。このネフロンが障害されると糸球体濾過量
（glomerular filtration rate; GFR）が低下する。GFR 60 mL/min/1.73m2以下の腎障
害が 3 ヶ月以上慢性的に持続すると慢性腎臓病（chronic kidney disease; CKD）と
診断される 3)。CKD は高血圧や糖尿病のような生活習慣病や慢性糸球体腎炎な
どを原因とし、徐々に腎機能が低下していき、GFR 15 mL/min/1.73m2 未満で CKD
ステージ 5 の末期腎不全となり、腹膜透析や血液透析などの腎代替療法（renal 
replacement therapy; RRT）が必要となる（図 1）3)。 
 
2.2 腎代替療法（renal replacement therapy; RRT） 
日本では RRT の 97%が施設における慢性透析を行なっており、その 73.3%
が血液透析（hemodialysis; HD）である。HD は、透析浄化器（ダイアライザー）
を介して血液と透析液の間で物質を移動させ毒素を除去する方法である（図 2）。
2016 年末の時点で 329609 人の患者が慢性透析を受けている 4)。2005 年までは毎
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年約 1 万人ずつ患者数が増加、その後増加数は減少傾向にあるものの 2016 年に
も 4623 人増加しており（図 3）4)、慢性透析患者の 5 年生存率は 60.8%とされて
いる（図 4）5)。 
現在 HD は施設において、1 回 3-5 時間週 3 回で行われているが、透析回数
を増やす、透析時間を延ばすなど透析方法の工夫で生命予後改善が報告されて
いる 6)。生命予後改善の指標として hemodialysis product（HDP）が提唱され、HDP
値は（1 週間の透析回数）2×（1 回の透析時間）で表され 72 以上が適切とされて
いる 7)。しかし、一般的な 1 回 4 時間週 3 回の透析では HDP 値は 36 となり十分
とはいえず、この指標を適切な値にするための透析方法が工夫されている。海
外では週 5 回以上の頻回透析が行われ生命予後改善効果が報告されているが 8)、
日本で頻回透析をするためには、医療保険上施設による HD では実質不可能で
あり、在宅血液透析を行なう必要がある。しかしながら、在宅血液透析は電源
や排水などの設備が必要であること、自己穿刺する必要があることから日本で
は 2016 年の時点で 0.2%（635 例）しか行えていないのが現状である 4)。 
0.8%の HD 患者が 1 回 6 時間週 3 回以上の長時間透析を行っており 9)、さら
にその一部で 1 回 8 時間週 3 回のオーバーナイト長時間透析を施設内で行って
いる。オーバーナイト長時間透析では通常透析よりも長時間拘束されるため夜
間就眠中に透析治療を行う。オーバーナイト長時間透析には、リンなど低分子
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物質が過剰に除去されるなどの欠点があるが、生命予後改善や quality of life
（QOL）の改善、降圧効果、貧血の改善などの長所が報告されている 10-13)。オ
ーバーナイト長時間透析の有効性に関しては、小分子除去によると考えられる
降圧効果や、心不全を合併した HD 患者において心筋のリモデリングが得られ
ると報告されているが 14,15)、生命予後や QOL 改善効果の機序としては説明不十
分であり、未だ十分に解明されているとは言えない。このように、有用性の機
序が明確になっておらず普及が不十分である。 
 
2.3 CKD における合併症 
高齢化社会に伴い、CKD は世界的にみても主要なヘルスケアの課題となっ
ている 16)。CKD では死亡率が高く、心血管疾患や症候性脳血管障害の発生率も
上昇し、サルコペニアなど他の合併も問題となる 17-19)。サルコペニアとは、高
齢期に見られる骨格筋量の低下と筋力もしくは歩行速度などの身体機能低下に
より定義され、通常加齢に伴い進行する 20)。その診断基準には様々なものがあ
るが、アジアコンセンサスグループによる診断基準においては、握力が男性 26.0 
kg 未満、女性 18.0 kg 未満、もしくは歩行速度 0.8 m/秒以下とされ、確定診断
は骨格筋量が Dual X-ray absorptiometry （DXA）法で男性 7.0 kg/m2、女性 5.4 kg/m2
未満、もしくは生体電気インピーダンス法で男性 7.0 kg/m2 未満、女性 5.7 kg/m2
未満となっている 21)。日本における HD 患者のサルコペニアの正確な人数は把
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握されていないが、単施設の研究では 22%から 29%と報告されている 22-24)。サ
ルコペニアは、身体障害のリスクを高め、QOL を著しく低下させる 25)。年齢以
外明らかな原因がない原発性サルコペニア、活動量や疾病、栄養が関連してい
る二次性サルコペニアという概念が提示され 26)、CKD におけるサルコペニアは
尿毒症性サルコペニアと呼ばれ死亡と強い関連が報告されている 27)。 
 
2.4 尿毒症物質と酸化ストレス、サルコペニア 
CKD では腎機能が低下し体内に様々な老廃物が蓄積するが、この中には体
内で毒性を示すものがあり、これを尿毒症物質という 28,29)。尿毒症物質は特性
により、分子量 500 Da 以下の水溶性低分子型尿毒症物質、タンパク質に結合す
るタンパク結合型尿毒症物質、分子量 500 Da 以上の中分子型尿毒症物質の 3 つ
に分けられ、体内に蓄積し CKD の合併症に関与する 30)。尿毒症物質と関係があ
る疾病としてサルコペニアのほか、CKD の合併症としてよく見られる高血圧、
心血管疾患、神経障害および骨障害などが報告されている 29,31-33)。 
タンパク結合型尿毒症物質であるインドキシル硫酸とインドール-3-酢酸は
ヒト血清アルブミンのサイトⅡに結合する 34,35)。インドキシル硫酸は CKD で増
加し、心血管イベントや CKD 悪化に関与するなど毒性が強いことが報告されて
いる 28,36-38)。インドキシル硫酸は食事由来のトリプトファンが腸内においてイン
ドールとなり、インドールが腸内から血中へ吸収され、肝臓で硫酸抱合される
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ことで合成される 39,40)。 
基礎研究において尿毒症性サルコペニアの発症にインドキシル硫酸および
酸化ストレスが関わっていること 41,42)、臨床研究で酸化ストレスマーカーであ
る 8-イソプロスタンは CKD において上昇すること、HD 患者において、内服薬
を用いることで血漿インドキシル硫酸および 8-イソプロスタンが低下すること
が報告されている 43,44)。 
酸化ストレスは生体構成成分を酸化する性質があり、遺伝子障害、タンパク
質の障害および炎症反応の惹起などを引き起こすことが知られている。Nuclear 
factor E2-related factor 2 （Nrf2；NFE2L2）は酸化ストレスなどから細胞を保護
する転写因子であり、酸化ストレス防御遺伝子群であるヘムオキシゲナーゼ 1
（heme oxygenase-1；HMOX-1）、チオレドキシンレダクターゼ 1（thioredoxin 
reductase1；TXNRD1）および異物代謝酵素である NAD(P)H キノン還元酵素
（NAD(P)H quinone dehydrogenase 1；NQO1）などを誘導し、ストレスに対する
恒常性を維持する 45,46)。また、炎症を増悪させるサイトカインであるインター
ロイキン-6（interleukin-6；IL-6）や IL-1β の遺伝子発現を阻害することで炎症を
抑えることが報告されている 47-49)。 
インドキシル硫酸が Nrf2 のタンパク質発現を上昇させることが細胞実験に
よって確認されている 41)。ヒトにおいて全身的な分子作用の指標として末梢血
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単核球（peripheral blood mononuclear cells: PBMCs）での messenger RNA（mRNA）
発現が用いられている 50)。HD 患者の PBMCs で、健常者と比較し Nrf2 の mRNA
発現が低下していると報告されているが、長時間透析に関する報告はない 50)。 
基礎研究において、インドキシル硫酸は体内で有機アニオントランスポータ
ーを介して細胞内に取り込まれ、活性酸素産生を誘導し細胞障害を引き起こし、
CKD 進行や骨代謝異常、心疾患発症に関与することが示されている 51-53) 。また、
インドキシル硫酸が Nrf2 を活性化し過剰なペントースリン酸経路の活性化など
の代謝変化を引き起こし尿毒症性サルコペニアなどに関与することを示す結果
が報告されている 41)（図 5）。 
 
2.5 オーバーナイト長時間透析とインドキシル硫酸 
1 週間程度の短期的な通常透析とオーバーナイト長時間透析の比較では、血
漿インドキシル硫酸濃度には変化がみられないとの報告がある 54)。また、5 例の
長時間透析で、血中インドキシル硫酸濃度に有意差はないが除去率が改善され
ているという報告がなされている 55)。 
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3. 本研究の仮説と目的 
以上の背景により、オーバーナイト長時間透析によりインドキシル硫酸濃度
の低下により酸化ストレスが低下し、サルコペニアを改善させると仮説を立て
た。 
本研究の目的は、通常診療で得られた溶質除去結果とともに血漿尿毒症物質
と酸化ストレスマーカー濃度、PBMCs の Nrf2 を含む酸化ストレスマーカーおよ
び生体電気インピーダンス法による骨格筋量とその関連を、通常透析群とオー
バーナイト長時間透析群の間で評価および比較を行い、上記仮説を検証するこ
とである。 
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4. 研究方法 
4.1 臨床研究 
本研究は国立大学法人東北大学大学院医学系研究科の倫理委員会にて承認
（受付番号:2016-1-107）されており、ヘルシンキ宣言を尊守している。 
本研究は、2015 年 5 月から 2016 年 11 月の間に堀田修クリニック（仙台市
若林区）で慢性透析を行った男性患者 52 名のうち、ADL が自立し同意を得られ
た通常透析患者 10 例とオーバーナイト長時間透析患者 8 例を対象とした。私と
独立した主治医により血液透析濾過、感染症、自己免疫疾患、悪性腫瘍治療中
および外傷と判断された患者は除外した。国立大学法人東北大学において認め
られたプロコトールに従い私が十分な説明を行い書面で同意を得た。 
対象患者の基礎特性について表 1 にまとめた。通常透析は 1 回 4-5 時間週 3
回の維持透析、オーバーナイト長時間透析は 1 回 8 時間週 3 回の維持血液透析
をいずれも施設内で施行した。通常透析患者は 10 例（68.1 ± 2.7 歳)、オーバー
ナイト長時間透析患者は 8 例（44.5 ± 3.0 歳）であった。通常透析患者の原疾患
は糖尿病性腎症、巣状分節性糸球体硬化症、逆流性腎症、腎硬化症、高血圧、IgA
腎症、原疾患不明、オーバーナイト長時間透析患者の原疾患はアルポート症候
群、IgA 腎症、巣状分節性糸球体硬化症、多発性嚢胞腎、慢性糸球体腎炎であっ
た。通常透析患者の血液透析濾過患者 19 例、感染症 8 例、自己免疫疾患 2 例、
悪性腫瘍治療中 2 例およびオーバーナイト長時間透析患者の外傷 1 例を除外し
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た。 
オーバーナイト長時間透析は 21 時から 22 時半までの間に HD を開始し 8 時
間施行した。オーバーナイト長時間透析は身体的に安定して透析可能、ADL が
自立している患者が対象となっているため本研究では ADLが自立している患者
を対象として研究を行った。 
また、オーバーナイト長時間透析患者では 3 例が 1000 mL/日程度の自尿が
あり、ダイアライザーはエチレンビニルアルコール共重合体（ ethylene 
vinylalcohol copolymer；EVAL）膜（Kf-m20；川澄化学工業株式会社、東京、日
本）を使用し、オーバーナイト長時間透析患者で無尿の 5 例はポリスルホン
（polysulfone；PS）膜（FXCorDiaX220；フレゼニウスメディカルケアジャパン、
東京、日本）を使用した。通常透析患者では 1 例が 1000 mL/日程度、2 例が 500 
mL/日程度の自尿がみられた。通常透析患者では 1000 mL/日程度の自尿がある 1
例は EVAL 膜（Kf-m15；川澄化学工業株式会社、東京、日本）、500mL/日程度の
自尿がある 2 例および無尿である 4 例は PS 膜（FXCorDiaX140、FXCorDiaX180、
FXCorDiaX220；フレゼニウスメディカルケアジャパン、東京、日本）、1 例はポ
リエーテルスルホン（polyethersulfone；PES）膜（PES-17Sαeco；ニプロ株式会
社、大阪、日本）、2 例ポリメチルメタクリレート（polymethyl methacrylate；PMMA）
膜（NF-1.6H、NF-2.1H；東レメディカル株式会社、東京、日本）を使用してい
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た。各ダイアライザーの情報を表 2 に示す。 
生体電気インピーダンス法は、InBody 720（InBody, Seoul, 韓国）を用いて、
2 ヶ月間隔をあけて透析後に 2 回計測した。 
血液サンプルは、維持透析開始時および終了時に透析回路より採取した。加
えて、オーバーナイト長時間透析では、透析開始時、透析 2 時間目、透析 4 時
間目、透析終了時、2 日後の透析開始時に採取した。血液サンプルは、採取した
後血漿と PBMCs に分離し、輸送後に-80℃で保存、検査を行った。 
 
4.2 生体電気インピーダンス法による骨格筋量の評価 
透析終了後に 8 つの電極を用いて生体電気インピーダンス法を用い測定を
行った。方法は、電極に接触するように測定器の上に裸足で立位をとる。測定
中は上肢を 15 度程外転させた状態で電極を両手に持ち立位を保ち、静止して測
定を行った。 
生体電気インピーダンス法は、 人体に害を与えないとされる極微弱な電流
を流しその抵抗を測定する方法である。体成分は、体水分・ミネラル・タンパ
ク質・体脂肪で構成されるが、この 4 つの構成成分の組み合わせから除脂肪量・
筋肉量の情報を得ることができる（図 6）。高周波数の電流は水分全体を流れ、
低周波数に行くほど電流は細胞外水分に沿って流れる性質から、最初に体水分
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量と細胞内・外水分量の均衡度を測定し、体水分量から除脂肪量、細胞内水分
量からタンパク質、除脂肪量からミネラル量および骨ミネラル量を算出する。
さらに求めた除脂肪量と骨ミネラル量から筋肉量と骨格筋量体重、体重と除脂
肪量から体脂肪量を算出する 56)。また、体水分（total body water; TBW）に対す
る細胞外水分（extracellular water; ECW）の比を算出した（細胞外水分比；
ECW/TBW）。標準範囲は 0.36-0.40 であり、0.40 以下であれば細胞外液が少ない
とされている。 
 
4.3 ヒト血漿インドキシル硫酸の測定 
インドキシル硫酸は Sigma Chemical Co.（13875, lot: BCBJ1497V St Louis, MO, 
米国）、3-インドキシル硫酸-d4 は Toronto Research Chemicals（Toronto, 加国）か
ら購入した。 
LC-MS/MS は、それぞれ Prominence LC system（Shimadzu, 京都, 日本）と
TSQ-Quantum-Ultra（Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, 米国）であり、測定
はネガティブモードで行った。 
血漿インドキシル硫酸の測定条件は以下の通りである。血漿 50 μL に、0.1%
ギ酸メタノール（0.25 μg/mL インドキシル硫酸-d4 を含む）150 μL を添加し、ボ
ルテックスした後、超音波を 5 分間照射し、16400 ×g、20 分間、4℃で遠心し、
その上清を 0.22 μm のフィルターで濾過したものを測定サンプルとした。前処理
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を行ったサンプルのうち、4 μL を使用した。測定に用いたカラムは 100 × 2.0 mm 
SeQuant ZIC-HILIC（Merck Schuchardt, Hohenbrunn, 独国）であり、移動相は溶媒
A) 98/2/0.1 = H2O/アセトニトリル/ギ酸と溶媒 B) 2/98/0.1 = H2O/アセトニトリル/
ギ酸である。流速を 0.4 mL/min とし、以下の勾配で測定を行った。0 min–1 min: 
10%溶媒 B; 1.1 min–2 min: 10%–55%溶媒 B; 2.1 min–4 min: 55%–90%溶媒 B; 4.1 
min–6 min: 90%–100%溶媒 B; 6.1 min–11 min: 100%溶媒 B; 11.1 min–15 min: 10%
溶媒 B。インドキシル硫酸および 3-インドキシル硫酸-d4 は、選択反応モニタリ
ング（selected reaction monitoring；SRM）で行い、それぞれ m/z 212 と 80、m/z 216
と 80 で検出した。Spray 電圧, vaporizer 温度、イオントランスファーチューブは
それぞれ、3500 V、275℃、350℃である。今回用いた測定系は、日内および日
間の真度は 0.2 μg/mL で 0.049%、4.03%、であり、日内および日間の精度は 0.2 
μg/mL で 3.1%、8.62%である。 
透析中尿毒症物質の経時変化を評価する際の測定条件は以下のとおりであ
る。サンプルの前処理は、前述と同様である。測定に用いたカラムは 100 × 2.0 mm 
Capcell Pak C18（Shiseido, 東京, 日本）であり、移動相は溶媒 A) 10 mM 酢酸ア
ンモニウム、B)アセトニトリルである。流速を 0.4 mL/min とし、以下の勾配で
測定を行った。0 min–1 min: 1₋10%溶媒 B; 1 min–2min: 10%–40%溶媒 B; 2 min–3 
min: 40%–80%溶媒 B; 3 min–5 min: 80%–100%溶媒 B; 5 min–7 min: 100%溶媒 B; 7 
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min–10 min: 0%溶媒 B。インドキシル硫酸、3-インドキシル硫酸-d4、インドール
-3-酢酸、馬尿酸、フェニルアセチルグルタミン、N2, N2-ジメチルグアノシンの
SRM で行い、それぞれの SRM とコリジョンエネルギーは m/z 212→80 (21 eV)、
m/z 216→80 (30 eV)、m/z 176→130 (14 eV)、m/z 180→105 (13 eV)、m/z 265→130 
(14 eV)、m/z 312→180 (15 eV)で検出した。Spray 電圧, vaporizer 温度、イオント
ランスファーチューブはそれぞれ、2500 V、320℃、350℃である。 
 
4.4 血漿アミノ酸、β2-ミクログロブリン(β2-MG)の測定 
血漿アミノ酸および β2-ミクログロブリン（β2-MG）は LSI メディエンス（東
京、日本）により高速液体クロマトグラフィーで測定した。 
測定機器は ACQUITY UPLC（日本ウォーターズ株式会社、東京、日本）を
使用し、標準物質はアミノ酸標準試薬（シグマ アルドリッチ ジャパン合同会
社、東京、日本）、 L-allo-イソロイシン（シグマ アルドリッチ ジャパン合同会
社）、 L-グルタミン（シグマ アルドリッチ ジャパン合同会社）、L-ノルバリン
（シグマ アルドリッチ ジャパン合同会社）を使用し、内部標準物質は L-ノル
バリンとした。分析カラムは Mass Trak TM Amino Acid Analysis Column 2.1 mm x 
150 mm, 1.7μm（日本ウォーターズ株式会社）を使用し、溶離液は溶離液 A（Mass 
Trak TM Eluent A Concentrate）（日本ウォーターズ株式会社）溶離液 B（Mass Trak 
TM Eluent B）（日本ウォーターズ株式会社）を用いた。誘導体化試薬は Mass Trak 
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TM Amino Acid Analysis Derivatization Kit（日本ウォーターズ株式会社）を用い、
6-アミノキノリル-N-ヒドロキシ-スクシイミジルカルバメートが生体アミノ酸
と反応し、安定した発色団に変換するため、これを UV260nm で検出した。 
ラテックス凝集免疫比濁法（LIA 法）により β2-MG を測定した。試薬はベ
ータ 2－マイクログロブリンキット LX 試薬’栄研’β2-M-Ⅱ（栄研化学株式会
社、栃木、日本）を用い、セル中で抗 β2-MG 抗体が感作したラテックスと、検
体中の β2-MG を抗原抗体反応により凝集させ、反応後のセルを透過する透過光
の減少度を測ることで測定した。 
 
4.5 Polymerase chain reaction (PCR)による遺伝子発現定量解析 
細胞の RNA は RNeasy Mini kit（Qiagen, Hilden, 独国）を使用し、添付文書
に従って抽出を行った。抽出した RNA は SuperScript III First-standard Synthesis 
SuperMix（Invitrogen, Carlsbad, CA, 米国）を使用して、cDNA に逆転写を行った。
定量 PCR は適量の cDNA、0.4 µM の各プライマー、SYBR Premix EX Taq II（Takara 
Bio, 草津, 日本）を含む Total 25 µL の溶液を作成した。定量 PCR は BioRad-CFX 
（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 米国）を用いた。熱変性、アニーリング、
伸長反応はそれぞれ、5°C で 30 秒, 95°C で 5 秒, 60°C で 20 秒間、39 回繰り返
し て 行 っ た 。 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3- リ ン 酸 脱 水 素 酵 素
（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase；GAPDH） mRNA を内部標準物質と
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した。本研究では、Nrf2、NQO1、glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)、malic 
enzyme 1 (ME1)、NQO1、transaldolase 1 (TALDO1)、 HMOX-1、phosphoribosyl 
pyrophosphate amidotransferase (PPAT)、tumor necrosis factor alpha (TNF-α)、IL-6、
glutamate-cysteine ligase catalytic subunit gene (GCLC; γGCL)、transketolase-like2 
(TKTL2) に特異的なプライマーを Takara Bio から購入し、TXNRD1 は株式会社フ
ァスマック（厚木、日本）でプライマーを合成した。プライマー情報を表 3 に
まとめた。 
 
4.6 ヒト血漿 8-イソプロスタンの測定 
イソプロスタンは活性酸素によって組織リン脂質の非酵素的酸化により生
成されるエイコサノイドファミリーであり、酸化ストレスマーカーである 57)。
8-イソプロスタンは 8-Isoprostane ELISA kit (和光純薬工業株式会社、大阪、日本)
を使用し、添付文書に従い抽出し測定を行った。0.9 mL の血漿を 12 μL の酢酸
で pH 4 に調整し、0.9 mL の酢酸エチルを添加し遠心分離を行い、有機層-酢酸
エチル層（リポプロテイン）を蒸発させ鹼化した。2.0 mL 20%KOH 溶液に溶解
し 1 時間 50℃でインキュベートした。3 mL の H2O で希釈し、20%ギ酸（132 μL）
で pH 5.5 に調整し、2.0 mL 酢酸エチルを添加し遠心分離を行う。上層を集め蒸
発させ、20 μL のエタノールと 380 μL の１ × Sample Dilution Buffer でサンプル
を溶解し、pH 7.4 のサンプルにする。100 μL の希釈したサンプルを ELISA にて
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測定した。 
 
4.7 Geriatric nutritional risk index（GNRI）の算出方法 
Geriatric nutritional risk index (GNRI) は日本透析医学会の維持血液透析ガイ
ドラインにおいて栄養評価指標としてあげられている項目である 14)。高齢者の
栄養障害のリスクをより簡便に行うために開発された方法であり 58)、計算式は、
GNRI = [1.489 × アルブミン (g/L)] + [41.7 × (体重 kg/標準体重 kg)]であり、HD
患者においては GNRI 91.2 未満が栄養障害のリスクが高いと報告されている 59)。 
 
4.8 統計解析 
統計解析は、JMP Pro 12 （SAS Institute Japan 株式会社、東京、日本）で行
った。サンプルは Q-Q plot、Shapiro-Wilk test を用いて正規分布の確認を行ない、
正規分布の場合は F test で等分散の確認を行なった。K、BUN、Cr は対数変換を
行なった。通常透析とオーバーナイト長時間透析の比較では正規分布を示し、
かつ等分散であるデータには Student’s t-test を行なった。Dry weight（DW）、body 
mass index（BMI）、GNRI、nPCR は F test で等分散の帰無仮説を棄却し、Welch’s 
t test で検定を行なった。正規分布が確認できなかった CRP、血流量は
Mann-Whitney’s U test を行なった。 
オーバーナイト長時間透析における透析中の尿毒症物質の時間経過につい
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ては分散分析（analysis of variance; ANOVA）で検討を行い、ANOVA で有意差が
認められた場合、Dunnett 法により解析を行った。相関回帰分析は、Spearman の
順位相関で行った。有意確率として p<0.05 とした。 
 
5. 研究結果 
5.1 基礎データ 
通常透析群とオーバーナイト長時間透析群との基礎データおよび採血、栄養
指標、透析効率について比較した。年齢、DW に有意差があり、オーバーナイト
長時間透析群のほうが若く、体重が重かった（56.8 ± 1.8 kg vs 71.6 ± 5.5 kg）。BMI
には有意差はなかったが通常透析群が BMI 21 kg/m2 であるのに対しオーバーナ
イト長時間透析群は BMI 24 kg/m2 であった（p = 0.12）。 
 2 ヶ月間隔をあけて生体電気インピーダンス法で測定したため、生体電気イ
ンピーダンス法 1 回目測定時および 2 ヶ月後に測定した 2 回目測定時での患者
基礎特性を比較した。1 回目測定、2 回目測定の 2 ヶ月間隔では有意な変化は見
られなかった。主に BUN など小分子除去を対象とした透析効率の指標である標
準化透析量（Kt/V urea）は、両群ともにガイドラインの目標透析値である 1.4 以
上であった。オーバーナイト長時間透析群で有意に高値であり、小分子の除去
効率が良好であった 9)。透析時の血流量はオーバーナイト長時間透析で低く設定
していた。 
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本研究でエリスロポエチン使用量、標準化蛋白異化率（protein catabolic rate；
nPCR）、GNRI に有意差は認められなかった（表 1）。 
 
5.2 オーバーナイト長時間透析の骨格筋量における影響 
 透析後における、骨格筋量およびそれに類似した指標である除脂肪量、体水
分量および浮腫の指標である ECW/TBW、栄養状態の検討を目的としてタンパ
ク質、ミネラルの 2 ヶ月間の変化率を比較した。両群において ECW/TBW は基
準値である 0.36-0.40 内であり、オーバーナイト長時間透析群が 0.376 ± 0.003、
通常透析が 0.386 ± 0.002 とオーバーナイト長時間透析群のほうが有意に低値で
あった（図 7）。オーバーナイト長時間透析群で体水分量が多く（p = 0.02）、骨
格筋量、除脂肪量、ミネラル量、タンパク質量が高値であった（p = 0.01, p = 0.02, 
p = 0.01, p = 0.01）（図 8）。 
 
5.3 オーバーナイト長時間透析のアミノ酸における影響 
サルコペニアにアミノ酸が関わっている可能性も報告されており 60)、通常透
析群とオーバーナイト長時間透析群の血漿アミノ酸濃度を比較した。グルタミ
ン、総アミノ酸、非必須アミノ酸では透析開始時にオーバーナイト長時間透析
群が低値（p = 0.02, p = 0.02, p = 0.002）であり、アラニン、オルニチン、アルギ
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ニンでは透析開始時、透析終了時共にオーバーナイト長時間透析群が低値（透
析開始時 p = 0.01, p=0.01, p = 0.04、透析終了時 p = 0.02, p = 0.04, p = 0.01）であっ
た。また、オーバーナイト長時間透析群が通常透析群よりオルニチン、総アミ
ノ酸、非必須アミノ酸、アラニン、アルギニンはそれぞれ有意に低値であった
が、透析終了時の値はアルギニン以外は基準値内であった（図 9、図 10）。また、
透析前後の減少率はグリシン、シトルリン、グルタミンがオーバーナイト長時
間透析群で有意に低値であった（図 11）。 
 
5.4 オーバーナイト長時間透析のインドキシル硫酸における影響 
5.4-1 オーバーナイト長時間透析と通常透析の比較 
タンパク結合型尿毒症物質でサルコペニアとの関連が報告されているイン
ドキシル硫酸について、通常透析群とオーバーナイト長時間透析群の血漿濃度
を比較した（図 12）。両群共に透析前後で有意差を認めた（p = 0.01, p = 0.02）。
通常透析群とオーバーナイト長時間透析群との比較では、透析開始時での有意
差はなかったもののオーバーナイト長時間透析群のほうが低い傾向が見られ（p 
= 0.06）、透析終了時には両群に有意差があった（p = 0.01）。 
 
5.4-2 オーバーナイト長時間透析の尿毒症物質の経時的変化 
オーバーナイト長時間透析群で血漿インドキシル硫酸濃度がより低下して
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おり、経時的に透析中の尿毒症物質における変動を検討した。透析開始時、透
析 2 時間目、透析 4 時間目、透析終了時、2 日後の透析開始時について血漿中の
水溶性低分子型尿毒症物質、タンパク結合型尿毒症物質、中分子型尿毒症物質
を測定した。タンパク結合型尿毒症物質において、馬尿酸は透析 2 時間目から
透析終了時まで有意に低下していたが、インドール-3-酢酸、インドキシル硫酸
は透析 8 時間目で有意に低下した（p = 0.015, p = 0.004）（図 13）。水溶性低分子
型尿毒症物質はクレアチニン、フェニルアセチルグルタミン、ジメチルグアノ
シンを測定し、いずれも透析 2 時間目より透析終了時まで有意に減少していた
（図 14）。 
中分子型尿毒症物質である β2-MG の経時的変化では、ダイアライザーで除
去率が異なるためダイアライザー毎に解析した（表 2）。EVAL 膜では有意差は
見られなかったが PS 膜では 2 時間目から次回透析開始時まで有意に低下してい
た（図 15）。 
同様にオーバーナイト長時間透析群におけるインドキシル硫酸およびイン
ドール-3-酢酸の除去効果をダイアライザー毎に解析した。インドール-3-酢酸濃
度は 8 時間目で EVAL 膜と比較して PS 膜が低値であり、インドキシル硫酸濃度
は透析開始時、透析 2 時間目で PS 膜と比較してEVAL膜が低値であった（図 16）。 
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5.5 オーバーナイト長時間透析の 8-イソプロスタンにおける影響 
基礎研究において、インドキシル硫酸が酸化ストレスを誘導しサルコペニ
アを引き起こすとされているため 41)、酸化ストレスマーカーである 8-イソプロ
スタンを透析前後で測定しインドキシル硫酸との相関について検討した。8-イソ
プロスタンの変化率とインドキシル硫酸との間に正の相関が見られた（透析前; 
p = 0.014, 透析後; p = 0.0013）（図 17）。 
 
5.6 オーバーナイト長時間透析の遺伝子発現における影響 
通常透析群とオーバーナイト長時間透析群を比較し、PBMCs における Nrf2 の
mRNA 発現および Nrf2 に制御される酸化ストレス反応や解毒化に関わる
HMOX-1、TXNRD1、炎症にかかわる TNF-α、IL-6 の mRNA 発現について比較し
た。また、インドキシル硫酸が代謝に影響を与えることも指摘されており 41)、
ペントースリン酸経路やTCA回路に関わるG6PDやTALDO1等の酵素について、
通常透析、オーバーナイト長時間透析両群の透析前後の変化量を比較した。 
Nrf2 はオーバーナイト長時間透析群で低値（p < 0.0001）であり、酸化ストレ
ス応答に関わる TXNRD1 はオーバーナイト長時間透析群で高い傾向（p=0.052）
にあった。ストレス応答に関わる HMOX-1 はオーバーナイト長時間透析群で高
値（p < 0.05）であった。また、IL-6、 TNF-α など炎症反応に係わる遺伝子発現
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の変化量は両群で有意差はなく、異物代謝酵素群である NQO-1、代謝に関わる
G6PD、PGD、TALDO1 などでも mRNA 発現は透析前後の変化では有意差はみら
れなかった（図 18）。 
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6. 考察 
長時間透析の定義は世界で一般化されたものはなく、International 
Quotidian Dialysis Registry では 1 回 5 時間以上、Frequent Hemodialysis 
Network(FHN）Trial では 1 回 6-8 時間とされている 61,62)。日本透析医学会のガイ
ドラインでは診療報酬上の透析時間枠が 5 時間以上と規定されていることや上
記の報告などを踏まえて 6 時間以上を長時間透析としている 14)。オーバーナイ
ト長時間透析では 1 回 8 時間透析の報告が多く、本研究においては 8 時間週 3
回をオーバーナイト長時間透析とした 11,13,63)。 
オーバーナイト長時間透析は生命予後改善や QOL の改善などの長所が報告
されている治療法であるが、その有用性の機序が明確ではない。本研究では、
通常透析群とオーバーナイト長時間透析群を対象に、透析による溶質除去結果
および血漿中の尿毒症物質の変化、アミノ酸の変化、酸化ストレスの応答、生
体電気インピーダンス法による体成分の評価からオーバーナイト長時間透析の
有用性について検討した。その結果、オーバーナイト長時間透析群では血漿イ
ンドキシル硫酸濃度が低値を示し、骨格筋量の減少が抑制されていた。つまり、
オーバーナイト長時間透析では、毒性が高く筋細胞へ悪影響を及ぼすインドキ
シル硫酸を除去することで、筋組織を保護する可能性を示した（図 19）。 
栄養の指標であるGNRIは 91.2以下でHD患者における栄養障害リスクが高
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いと報告されている 9)。本研究では、通常透析群 100.1 ± 4.3、オーバーナイト長
時間透析群 113.9 ± 5.7と 91.2以上であり、両群間で有意差は認められなかった。
nPCRはBUN以外で体外に失われる尿素量およびBUN産生速度をタンパク質重
量に換算したものである 9)。極端な異化や同化がみられない安定した状態であれ
ばタンパク質摂取量の近似値を取るとされており、0.9 g/kg/日以下で死亡のリス
ク増大が報告されている 64)。本研究で通常透析群 0.9 ± 0.1 g/kg/日、オーバーナ
イト長時間透析群 1.0 ± 0.1 g/kg/日と両群ともに 0.9 g/kg/日以上であり、両群間で
有意差は認められなかった。この結果から、通常透析患者およびオーバーナイ
ト長時間透析群に栄養障害はないと判断した。 
アミノ酸は、組織タンパク質の構成要素であり、生理学的重要性を持つ多数
の小分子物質（一酸化窒素、ポリアミン、グルタチオン、クレアチン、カルニ
チン、甲状腺ホルモン、セロトニン、ヘムなど）の調整、合成に必要な要素で
ある 65-70)。HD 患者ではアミノ酸の代謝異常が起こり、グリシンやシスチン、ア
スパラギン酸などのアミノ酸が上昇することが知られている 71)。また、アミノ
酸は小分子であり、HD により減少することが知られており 72)、筋肉や肝などの
組織タンパクの分解によってアミノ酸の補充を行なっていると考えられている
73)。アミノ酸は一部が増加、減少しても悪影響があり、アミノ酸のバランスが重
要といわれている 74)。本研究におけるアミノ酸のバランスを確認するため、測
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定した 30 種類のアミノ酸のうちタンパク質を構成する 20 種類のアミノ酸およ
びシトルリンのアミノ酸車軸図（アミノグラム）を作成した 74)。本研究では、
両群において体内のアミノ酸量が健常人よりも高値を示しており既報と一致し
ている 75)。しかし、アミノグラムの結果から、HD 前の血漿アミノ酸を比較する
とオーバーナイト長時間透析群の方がより健常人のアミノグラムに近づいてい
ることがわかった。オーバーナイト長時間透析後での平均値はアラニン 197.6 ± 
27.2 mmol/mL（基準値 239.9 mmol/mL- 510.2 mmol/mL）、オルニチン 65.0 ± 9.8 
mmol/mL（基準値 43.2 mmol/mL-95.7 mmol/mL）、アルギニン 26.3 ± 3.6 mmol/mL
（基準値 46.0 mmol/mL-121.7 mmol/mL）であり、通常透析群よりも低値を示し
ていた。これらの中でアルギニンは基準値より低値を示したが、通常透析群で
もオーバーナイト長時間透析群と同様に基準値以下を示した。また、透析前後
の変化率ではオーバーナイト長時間透析群でグリシンおよびシトルリン、グル
タミンの減少率が低かった。透析後の値はそれぞれ、グリシンが通常透析群 211.8 
± 34.6 mmol/mL、オーバーナイト長時間透析群 243.3 ± 31.4 mmol/mL（基準値 
153.2 mmol/mL - 362.1 mmol/mL）、グルタミンが通常透析群 434.5 ± 16.6 mmol/mL、
オーバーナイト長時間透析群 466.4 ± 16.7 mmol/mL（488.2 mmol/mL - 733.1 
mmol/mL）、シトルリンは通常透析群 48.9 ± 6.8 mmol/mL、オーバーナイト長時
間透析群 55.4 ± 11.5 mmol/mL（20.4 mmol/mL - 44.8 mmol/mL）であった。グリ
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シンは両群共に基準値内、グルタミンは両群共に基準値より低値、シトルリン
は両群共に基準値より高値であった。 
グルタミン酸、グルタミン、アスパラギン酸は、哺乳類の腸細胞の主要な代
謝燃料となる 76-80)。グリシンは記憶や学習、脳虚血後の細胞死などに関わると
されている NMDA 型受容体が機能するため必要である 81,82)。シトルリンは抗酸
化作用があること、筋保護に作用することが報告されている 83)。ロイシンは哺
乳類においてラパマイシンを活性化し、タンパク質合成を促進し、細胞内タン
パク質分解を抑制し、サルコペニアに関与する 84-86)。またメチオニンは細胞に
おいて、DNAのメチル化やタンパク質のメチル化に関与するアミノ酸である 87)。
さらにトリプトファンやチロシンは、腸において腸内細菌叢によりインドール
や p-クレジル硫酸になる 88)。 
シトルリンは筋保護作用があり、正常範囲より高値であり、オーバーナイト
長時間透析群で減少率が低く、筋肉量の減少抑制に関与した可能性がある。グ
リシンおよびグルタミンの減少率が低く、中枢神経機能および腸細胞への作用
で有利に働く可能性がある。 
また、グルタミン酸は透析開始時が通常透析群 77.8 ± 7.8 mmol/mL、オー
バーナイト長時間透析群 62.1 ± 6.0 mmol/mL、透析終了時が通常透析群 105.5 
± 12.6 mmol/mL、オーバーナイト長時間透析群 80.5 ± 8.3 mmol/mL と透析終
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了時が高値となっていた。アルギニン、グルタミン、ヒスチジン、プロリンは
グルタミン酸に分解されること 89)、グルタミン酸が HD 終了時に上昇すると報
告されており異化亢進によるものではないかと考察されていることから 90)、本
研究でも同様に異化亢進によるグルタミン酸上昇ではないかと考えた。 
栄養関連データのまとめであるが、オーバーナイト長時間透析群では一部ア
ミノ酸では減少していたが、アルギニン以外は基準範囲内にあること、GNRI、
nPCR 等の栄養指標に有意差がなかったことから、オーバーナイト長時間透析群
では栄養状態に悪影響はなく、一部アミノ酸で減少率が低かったことから筋肉
保護などに有益であった可能性がある。 
オーバーナイト長時間透析でエリスロポエチン使用量が低下すると報告さ
れている 10)。本研究では有意差は認められなかったが、症例数が不十分であり
検出力が弱かったためと考えた。 
本研究では、タンパク結合型尿毒症物質であるインドキシル硫酸濃度につい
て、通常透析群とオーバーナイト長時間透析群で比較した。通常透析群でも透
析前後で血漿中の濃度は低下しているが、オーバーナイト長時間透析群で有意
に低値であった。また、水溶性低分子型尿毒症物質、タンパク結合型尿毒症物
質、中分子型尿毒症物質の 3 タイプを分けて透析による経時変化を評価した。
本研究では、水溶性低分子型尿毒症物質であるクレアチニン、フェニルアセチ
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ルグルタミン、N2,N2－ジメチルグアノシンの除去効率を評価したが、いずれの
物質においても 2、4、8 時間で有意に除去されていた。次にタンパク結合型尿
毒症物質であるインドキシル硫酸、インドール-3-酢酸、馬尿酸の除去効率を評
価した。その結果、インドキシル硫酸とインドール-3-酢酸は 8 時間のみで有意
差が認められた。今回評価した 3 つの物質のうち、それぞれのタンパク結合率
は馬尿酸が 48.3％、インドキシル硫酸が 97.7％、インドール-3-酢酸が 94.1％で
ある 91)。 
通常透析群とオーバーナイト長時間透析群を比較すると、小分子物質の除去
効率の指標である Kt/V は、オーバーナイト長時間透析群で高値（検査開始時 p = 
0.053、2 ヶ月検査時 p = 0.04）であり、経時的変化の結果から、水溶性低分子型
尿毒症物質は 8 時間目まで経時的に除去されることが示された。小分子物質に
は尿毒症物質以外にも生体に必要な成分も含まれており、リンなどが必要以上
に除去される危険性も示している 11,92)。小分子物質の除去効率を高めるために
血流量を増加させることも有効と考えられているが、オーバーナイト長時間透
析では除去が過剰となる可能性があるため、本研究では血流量を低く設定して
いた 93,94)。タンパク結合型尿毒症物質においては、タンパク結合率の違いで血
漿濃度が異なっており、タンパク結合率が高いほど除去が困難であることが示
された。インドキシル硫酸の除去については、それぞれPS膜を使用した報告で、
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1 週間のオーバーナイト長時間透析では血漿中の濃度に差がなかったと報告さ
れている一方 54)、インドキシル硫酸の血中濃度に有意差はみられなかったが除
去率は改善していたと報告されている 55)。結果が異なっていたが、本研究はオ
ーバーナイト長時間透析の施行期間が 15.4 ± 3.1 ヶ月と比較的長い。そのため、
短期間の長時間透析では除去率が改善していても血漿インドキシル硫酸濃度を
低下させるには不十分であり、数ヶ月から数年単位と比較的長期間、オーバー
ナイト長時間透析を行うことによりタンパク結合率が高い尿毒症物質を除去で
きる可能性を示している。 
ダイアライザーは透析膜の性質、膜面積、小分子の除去性能に違いで分類さ
れており、本研究では 6 種類のダイアライザーを用いている。ダイアライザー
の限外濾過率、透水性能を示す ultrafiltration rate（UFR）は除水性能を示してい
る。また、小分子の尿素やクレアチニン、リンなどの小分子除去性能、中分子
である β2-MG の除去性能についても記載した（表 2）。日本透析医学会はダイア
ライザーの機能分類を提唱しており、機能分類 2013 で β2-MG とアルブミンふ
るい係数により分類されている 95)。本症例のダイアライザーは、β2-MG のクリ
アランスが 70 mL/min 以上、アルブミンふるい係数が 0.03 未満であるⅡ-a 型に
分類されている PS 膜および PES 膜、特別な機能を持つとされる S 型に分類され
る EVAL 膜および PMMA 膜が使用されている。EVAL 膜は血漿タンパク質の吸
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着が少ない性質を持ち、血小板の活性化や好中球の活性化による活性酸素種の
産生が少ないと報告されている 96-99)。PMMA 膜はアルブミンに近い大分子溶質
の除去に優れた分画特性およびタンパク質吸着特性を持ち、大分子吸着除去が
可能であるとされている 100,101)。透析膜により特性の違いがあるが、タンパク結
合型尿毒症物質の除去性能についてはほとんど報告がない。また、ダイアライ
ザーは膜表面に付着層の形成、膜内での膜細孔の目詰まりなどにより劣化する
ことが知られているが 102)、8 時間透析での除去性能やその劣化に関してはほと
んど確認されていない。自施設での検討では、PES 膜（PES-21Dα；ニプロ、大
阪、日本）、PS 膜（NV-21X；東レメディカル、東京、日本）、EVAL 膜（Kf-m20）
は、水溶性低分子型尿毒症物質の除去は変わらないが、EVAL 膜の特性として中
分子型尿毒症物質である β2-MG は除去効率が悪く、アルブミンがより除去され
たと報告した 103)。本研究では PS 膜は 2 時間から 8 時間まで経時的に β2-MG が
除去されていたが、EVAL 膜では 2 時間から 8 時間でほとんど除去されていなか
った（図 15）。インドキシル硫酸の透析中の変動にもダイアライザーによる違い
があり、PS 膜では経時的な減少が見られるのに対し、EVAL 膜では経時的な変
化が明確でなく透析開始時より比較的低値であった。自尿がある症例に比較的
性能の低い EVAL 膜を使用しており、自尿があるため血漿インドキシル硫酸が
尿へ排泄されている可能性が高いと考えた。しかし、EVAL 膜は再生セルロース
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膜よりクリアランスが低いが除去量が多いと報告されている 104)。さらに微小循
環が PMMA 膜等と比較し改善しているとも報告されており 105,106)、細胞内から
細胞外への物質の移動を促進する機序が考えられている 104)。本症例においても、
自尿の影響だけではなく、EVAL 膜を使用することにより微小循環が改善し、尿
毒症物質が細胞内から細胞外へ移動して除去された可能性もある。 
これらの結果から、ダイアライザーの性能にも影響されるが、通常透析はク
レアチニンのような水溶性低分子や β2-MG 程度の分子量である中分子型尿毒症
物質は十分に除去できるが、タンパク結合率が高いインドキシル硫酸のような
尿毒症物質は十分に除去できていないと考えた。 
基礎研究において、筋細胞においてインドキシル硫酸刺激で Nrf2 が活性化
した場合には IL-6 の活性化は見られないとの報告があるが 41)、一方で、サルコ
ペニアで脂肪組織や炎症性細胞で生成された IL-6 や TNF-等の炎症性サイトカ
インにより骨格筋の主要なタンパク質を分解するユビキチンリガーゼ（MuRF1、
Atrogin1)を増加させ筋分解を促進することが報告されている 107-109)。したがって、
IL-6 などの炎症に関わる mRNA が通常透析群と比較してオーバーナイト長時間
透析群の変化率で上昇するようであれば悪影響を及ぼしている可能性があるが、
本研究では IL-6などの炎症性サイトカインの mRNA発現の変化率には有意差は
見られなかった。 
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基礎研究において筋細胞ではインドキシル硫酸が代謝へ影響することが報
告されているが 41)、通常透析群とオーバーナイト長時間透析群において PBMCs
における G6PD、PGD、TALDO1 などの代謝に係わる因子の透析前後における
mRNA 発現の変化率に違いはみられなかった。この違いは、細胞種が異なるこ
とが原因と考えられ、ヒトの筋生検を用いた評価が必要である。しかし、現在
CKD 患者から筋生検を行うことは困難である。 
インドキシル硫酸の筋細胞への蓄積は酸化ストレスと代謝変化を誘導し、エ
ネルギー産生の低下とミトコンドリアネットワークの崩壊によりサルコペニア
を引き起こすことが報告されている 41)。本研究において血漿インドキシル硫酸
濃度と酸化ストレスマーカーである 8-イソプロスタンの変化率は正の相関関係
がみられた。このことは、生体内でもインドキシル硫酸が酸化ストレスの原因
となっていること、インドキシル硫酸を除去することにより酸化ストレスを軽
減することを示している。 
LM Pedruzzi らは、平均 54.9 ± 15.2 歳、20 例の HD 患者と平均 50.9 ± 8
歳、11 例の健常人での PBMCs における Nrf2 および Nrf2 関連因子の mRNA 発
現について測定を行い、Nrf2 値は HD 患者が 0.58±0.35 /GAPDH、健常人が 1.13
±0.64 /GAPDH、HMOX-1 は HD 患者が 1.7±0.7 /GAPDH、健常人が 1.5±
1.4/GAPDH、NQO1 HD 患者が 0.47±0.26 /GAPDH、健常人が 1.04±0.25 /GAPDH
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と報告している 50)。この報告においても Shapiro-Wilk test を行っており、人種な
どの違いはあるが平均値の比較に意味はあると考え透析前の平均値の比較を行
った。本研究では Nrf2 は通常透析群は 1.09±0.5 /GAPDH、オーバーナイト長時
間透析群は 1.23±0.32 /GAPDH、HMOX-1 は通常透析群 0.74±0.44 /GAPDH、オ
ーバーナイト長時間透析群 0.68±0.3 /GAPDH、NQO1 は通常透析群 3.3±3.22 
/GAPDH、オーバーナイト長時間透析群は 6.96±5.26 /GAPDH であり、Nrf2、
NQO1 は LM Pedruzzi らの報告における健常人の値より高値となっている。この
ことから、本研究では透析開始時に Nrf2 および Nrf2 関連因子は抑制されている
わけではないと判断した。 
PBMCs における mRNA で、通常透析群と比較しオーバーナイト長時間透析
群は Nrf2 の透析前後における変化率が減少していた。また、Nrf2 関連因子であ
り酸化ストレスに関与するTXNRD1は通常透析群より低値となる傾向があった。 
基礎研究では筋細胞においてインドキシル硫酸により Nrf2 タンパク質の増
加が報告されていること 41)、本研究ではインドキシル硫酸と酸化ストレスマー
カーの変化率に正の相関があったことから、血漿インドキシル硫酸の減少によ
り酸化ストレスが軽減し Nrf2 の変化率がオーバーナイト長時間透析群で有意に
低下した可能性がある。 
細胞保護や酸化ストレスへの防御に関わる HMOX-1 は、通常透析群と比較
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してオーバーナイト長時間透析群で変化率が増加していた。HMOX-1 は Nrf2 関
連因子であるが 110)、転写因子である BTB and CNC homology 1（Bach1）によっ
て抑制されることも報告されている 111)。Bach1 は、補欠分子族の一つであるヘ
ムにより抑制される 112,113)。このように HMOX-1 は Nrf2 以外の制御も受けてお
り、本研究では Nrf2 およびその関連因子は減少もしくは減少傾向にあることか
ら、HMOX-1 の増加は Nrf2 関連因子を介さない防御反応の増加を示唆している
可能性がある。HMOX-1 は組織や臓器を炎症によるストレスから保護すること
114,115)、侵襲に対し防御効果があること、HD 後に HMOX-1 が増加することが報
告されていことから 116)、ストレスに対する防御として機能している可能性があ
る。オーバーナイト長時間透析でのストレスの原因であるが、ダイアライザー
は膜表面に付着層の形成、膜内での膜細孔の目詰まりなどにより劣化すること
が知られており 102)、オーバーナイト長時間透析においては劣化したダイアライ
ザーなどへの接触が炎症反応などのストレスを惹起することが考えられる。以
上より、HMOX-1 はオーバーナイト長時間透析の欠点として考えられる、ダイ
アライザー等に長時間接触することにより引き起こされる炎症などのストレス
に対する防御として機能している可能性がある。 
ECW/TBW は超音波検査による下大静脈径と相関しているとの報告があり
浮腫の指標とされている 117) 。本研究では ECW/TBW は正常範囲内であったこ
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とから、すべての患者において透析後に体液貯留は是正されていると判断した。
本研究のオーバーナイト長時間透析群では、体液貯留は是正されており骨格筋
量の減少が抑制されていたことから、サルコペニアを抑制する可能性がある。
しかしながら、本研究の観察期間は 2 か月と短期間であったため、長期間の骨
格筋量の変化を観察する必要がある。 
本研究の新規所見は、オーバーナイト長時間透析におけるタンパク結合性型
尿毒症物質の除去効果、インドキシル硫酸と酸化ストレスとの関連、筋肉量減
少の抑制について示唆したことである。 
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7. 研究限界 
本研究はオーバーナイト長時間透析患者が 8 例と少数であり、年齢で有意差
がある群同士の比較であることから、年齢による影響を受けている可能性があ
る。今後年齢を調整した多施設共同研究で患者数を増やし、長時間透析でイン
ドキシル硫酸、酸化ストレス、筋肉量など各データの変動と各データの相関関
係を検証していく必要がある。また、症例数が少なく統計学的に弱く、エリス
ロポエチンの値などは有意差がなかった。 
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8. 結論 
本研究では 2 ヶ月で現れる効果を、タンパク結合型尿毒症物質の動態から検
討した。オーバーナイト長時間透析でインドキシル硫酸を除去することにより
酸化ストレスが低下し、筋肉の減量が抑制されることを明らかにした。 
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インピーダンス測定1回目 インピーダンス測定2回目(2ヶ月後)
通常透析 ⾧時間透析 p値 通常透析 ⾧時間透析 p値
年齢(年) 68.1±2.7 44.5±3.0 <.0001 68.1±2.7 44.5±3.0 <.0001
患者数(男/女) 10/0 8/0 10/0 8/0
透析期間(月) 45.1±15.6 94.9±44.0 47.0±29.2 97.0±44.1
⾧時間透析期間(月) 15.4±3.1 18.0±3.1
透析時間(時間) 4:27±0.06 8:00±0.06 4:27±0.06 8:00±0.06
BMI(kg/height2) 21.4±0.6 24.3±1.7 0.14 21.5±1.0 24.0±1.11 0.12
DW(ドライウェイト)(kg) 56.8±1.8 71.6±5.5 0.03 57.2±3.5 71.8±3.9 0.03
BUN (mg/dL) 60.6±4.9 58.9±3.6 0.89 59.3±4.9 62.6±2.2 0.41
Cr (mg/dL) 10.3±0.6 11.2±0.5 0.24 10.2±0.7 11.4±0.5 0.2 
TP (g/dL) 6.4±0.1 6.5±0.1 0.61 6.4±0.1 6.4±0.2 0.80 
Alb (g/dL) 3.7±0.1 4.0±0.1 0.06 3.8±0.1 3.9±0.1 0.49 
Hb (g/dL) 11.2±0.3 11.5±0.2 0.40 11.2±0.3 11.5±0.5 0.57 
T.chol (mg/dL) 153.7±15.2 150.8±9.7 0.88 147.9±9.4 152.2±6 0.72 
K (mEq/L) 4.5±0.2 4.6±0.1 0.61 4.6±0.2 4.9±0.2 0.16 
Ca (mg/dL) 9.1±0.2 9.3±0.2 0.43 9.5±0.2 9.4±0.3 0.76 
P (mg/dL) 5.8±0.4 4.7±0.4 0.07 4.8±0.3 5.4±0.5 0.30 
CRP (mg/dL) 0.2±0.1 0.2±0.1 1 0.1±0.0 0.2±0.1 0.5 
β2-MG (mg/L) 22.7±1.7 22.7±0.9 0.97 23.3±1.7 23.0±1.2 0.87 
標準化透析量 Kt/V 1.76±0.12 2.22±0.2 0.054 1.82±0.09 2.21±0.17 0.04 
エリスロポエチン
(単位/Hb/週) 436.9±93.2 366.6±135.3 0.67 419.8±104.4 390.7±95.8 0.84
血流量 (mL/min) 245.0±8.2 176.3±8.2 <.0001 245.0±8.2 176.3±8.2 <.0001
透析前心胸比(%) 46.9±0.84 44.7±1.23 0.10 46.8±0.9 44.1±1.5 0.12 
GNRI 100.1±4.3 113.9±5.7 0.07 107.6±10.3 103.8±3.7 0.73
nPCR 0.9±0.1 1.0±0.1 0.38 0.9±0.1 1.0±0.0 0.14
【基礎特性の比較】
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
表 1 生体電気インピーダンス法測定 1 回目と 2 回目における通常透析とオーバ
ーナイト長時間透析の患者基礎特性の比較 
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【ダイアライザーの性能表】
ダイアライザー FX-CorDiax220
FX-
CorDiax180
FX-
CorDiax140
PES-
17Sαeco Kf-m20 Kf-m15
NF-
1.6H
NF-
2.1H
膜素材 PS PS PS PES EVAL EVAL PMMA PMMA
UFR(mL/mmHg/h) 106 98 80 49.5 20.6 16.1 35 44
クリアランス 尿素 199 198 196 199 185 174 193 197
(mL/min) クレアチニン 197 193 190 198 154 150 180 189
リン酸 192 189 184 191 146 133 172 183
β2-MG 91 85 70 80 22 17 56.1 60.9
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2 ダイアライザーの性能表 
 
 
 
  
59 
 
Gene name Primer ID プライマーの塩基配列
NQO1 HA149076 forward GGATTGGACCGAGCTGGAA
reverse GAAACACCCAGCCGTCAGCTA
G6PD HA240714 forward AACATCGCCTGCGTTATCCTC
reverse AGTAGGTGGTTCTGCATCACGTC
PGD HA239313 forward TTGGCTGGACTCTCAATTATGGTG
reverse GGGTTTCGATCAAATGCATCCT
ME1 HA182391 forward GGCACCTTCAGTTCAGCACA
reverse GGCCATTCTGGCAGGTAACTC
NFE2L2 HA244017 forward GAGCCCAGTATCAGCAACAGCA
reverse TGGGCCCATTTAGAAGTTCAGAG
TALDO1 HA239872 forward CTGTCATCAACCTGGGAAGGA 
reverse TTTGCCACATGCCAATCAA
HMOX1 HA182865 forward GGAACTTTCAGAAGGGCCAGGT
reverse TGCAGCTCTTCTGGGAAGTAGACA
GCLC HA236783 forward CCACAAATTGGCAGACAATGA
reverse CTCTGGTGAGCAGTACCACAAACA
PPAT HA204757 forward GGTCAGATAACCCTGTGGCAGT
reverse AGGTGGTCCCAGGGCTTTATTC
TNF HA198263 forward TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT
reverse CAGAGGGCTGATTAGAGAGAGGT
IL-6 HA209655 forward GCCAGAGCTGTGCAGATGAG
reverse TCAGCAGGCTGGCATTTG
TKTL2 HA242102 forward CACGGTGTCAATGATAAAGTCACAG
reverse CAGCAGCTTCTAAGGCTTCATGG
GAPDH HA067812 forward GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
reverse TGGTGAAGACGCCAGTGGA
TXNRD1 forward ATATGGCAAGAAGGTGATGGTCC
reverse GGGCTTGTCCTAACAAAGCTG
【プライマー情報】
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
表 3  PCR 解析で使用したプライマー情報 
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原疾患 蛋白尿区分 A1 A2 A3
糖尿病 尿アルブミン定量(mg/日) 正常 微量アルブミン尿 顕性アルブミン尿
尿アルブミン/Cr比
(mg/gCr) 30未満 30-299 300以上
高血圧
尿蛋白定量
(g/日)
尿蛋白/Cr比
(g/gCr)
腎炎 正常 軽度蛋白尿 高度蛋白尿
多発性嚢胞腎
移植腎
不明 0.15未満 0.15-0.49 0.50以上
その他
GFR区分
(mL/分/1.73m2)
G1 正常または高値 ≧90
G2 正常または軽度低下 60-89
G3a 軽度-中等度低下 45-59
G3b 中等度-高度低下 30-44
G4 高度低下 15-29
G5 末期腎不全(ESKD) <15
重症度は原疾患・GFR 区分・蛋白尿区分を合わせたステージにより評価する．CKD の重症度は死亡，末
期腎不全，心血管死亡発症のリスクを緑 のステージを基準に，黄 ，オレンジ ，赤 の順に ステージが上
昇するほどリスクは上昇する．
（KDIGO CKD guideline 2012 を日本人用に改変）
【慢性腎不全のステージ分類】 
 
 
  
 
 
 
 
 
出典：CKD 診療ガイド 2012p.3 
図 1  慢性腎不全のステージ 3) 
  緑のステージを基準に、黄、オレンジ、赤の順にステージが上昇すると死
亡、末期腎不全、心血管死亡発症のリスクは上昇する。 
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ダイアライザー 透析液供
給装置
透析液
排液
動脈側(脱血)
静脈側(浄化血液)
【血液透析の方法】
血液の流れ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 血液透析の方法 
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【透析患者数】
出典： わが国の慢性透析療法の現況(2016年12月31日現在)p.7
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 慢性維持透析患者の数 4) 
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出典： わが国の慢性透析療法の現況(2017)
【透析患者の生存率】
 
出典：わが国の慢性透析療法の現況(2015 年 12 月 31 日現在) p.36 
図 4 慢性維持透析患者の生存率の推移 5) 
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インドキシル硫酸
抗酸化系の障害
ミトコンドリア障害
心血管疾患
サルコペニア
骨障害
細胞障害
【インドキシル硫酸による細胞障害と臓器障害】
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 5 インドキシル硫酸による細胞障害と臓器障害 
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体脂肪
細胞内
水分
間質液
血漿
体水分
タンパク質量
ミネラル量
筋肉量
骨ミネラル量除脂肪量
【生体電気インピーダンス法の測定項目】
細胞外水分
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 生体電気インピーダンス法の測定項目 
浮腫の指標：細胞外水分 (ECW)/体水分(TBW) (標準範囲：0.36-0.4) 
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ECW/TBW
1回目 2回目(2ヶ月後)
0.36
0.37
0.38
0.39
0.4 通常透析
⾧時間透析
* *
【浮腫の指標】
生体電気インピーダンス測定
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 通常透析とオーバーナイト長時間透析における ECW/TBW の違い 
*P < 0.05 
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図 8 通常透析とオーバーナイト長時間透析における、生体電気インピーダンス
法による変化率 
*P < 0.05 
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【HD前後の血漿アミノ酸の比較】
HD開始時 HD終了時
基準範囲 通常透析 ⾧時間透析 p値 通常透析 ⾧時間透析 p値
タウリン 35.2 - 70.0      159.1±39.8 144.4±51.3 0.82 58.5±9.5 51.4±7.2 0.58 
アスパラギン酸 3.2未満 5.6±0.6 4.5±0.6 0.20 4.5±0.4 3.8±0.2 0.25 
ハイドロキシプロリン 5.4 - 18.2      32.6±5.6 38.7±4.5 0.42 15.7±2.2 17.7±2.6 0.55 
トレオニン 89.2 - 205.0      145.56±12.27 137.2±5.7 0.66 89.0±4.9 95.8±5.3 0.37 
セリン 91.5 - 161.8      113.8±10.0 99.2±6.6 0.27 80.4±4.8 75.7±4.5 0.49 
アスパラギン 40.8 - 76.5      77.3±6.0 77.2±5.0 0.99 54.7±2.4 53.4±2.5 0.71 
グルタミン酸 10.8 - 44.4      77.7±7.8 62.1±6.0 0.15 105.5±12.6 80.5±8.3 0.14 
グルタミン 488.2 - 733.1      614.8±18.3 547.5±19.4 0.02 434.5±14.7 471.3±17.2 0.12 
プロリン 89.6 - 258.8      303.4±20.1 254.5±20.1 0.11 173.9±13.8 152.5±9.0 0.24 
グリシン 153.2 - 362.1      329.7±45.5 315.4±40.5 0.82 211.8±18.1 245.5±27.2 0.30 
アラニン 239.9 - 510.2      458.3±28.1 354.6±18.7 0.01 265.8±21.1 197.7±9.6 0.02
シトルリン 20.4 - 44.8      131.1±8.0 101.4±17.4 0.12 48.9±5.4 57.6±4.3 0.25 
αアミノｎ酪酸 11.0 - 25.7      11.4±1.2 12.6±1.0 0.44 7.7±0.8 8.9±0.7 0.29 
バリン 158.4 - 287.7      223.2±23.2 214.6±16.2 0.78 133.7±9.6 135.8±5.9 0.86 
シスチン 36.5 - 56.0      101.9±16.8 71.3±5.9 0.14 24.4±3.5 18.5±1.2 0.17 
メチオニン 19.2 - 32.7      27.9±3.8 24.5±1.4 0.45 18.6±1.0 17.8±0.6 0.51 
イソロイシン 41.3 - 84.9      80.6±11.2 79.6±7.7 0.94 57.4±5.2 62.7±3.0 0.42 
ロイシン 80.9 - 154.3      121.4±16.8 115.4±12.0 0.79 102.7±7.9 109.3±5.0 0.51 
チロシン 50.2 - 82.6      44.9±6.18 47.0±5.4 0.82 33.3±3.2 36.3±2.7 0.50 
β－アラニン 7.7未満 18.4±3.5 21.7±3.3 0.51 10.0±0.7 9.4±0.4 0.49 
フェニルアラニン 45.7 - 76.5      77.9±12.3 76.9±8.1 0.95 56.5±3.7 56.4±2.8 0.98 
β－アミノイソ酪酸 3.7未満 36.3±11.9 106.6±32.0 0.06 17.0±4.4 41.8±10.2 0.06 
Ｍエタノールアミン 6.0 - 10.7      9.4±0.9 10.4±1.5 0.56 7.8±0.5 9.4±1.1 0.20 
オルニチン 43.2 - 95.7      128.1±7.5 97.4±7.3 0.01 75.4±4.1 63.6±5.3 0.04
１メチルヒスチジン 12.8未満 74.4±17.0 47.7±7.3 0.20 28.2±5.5 20.3±2.9 0.25 
ヒスチジン 67.9 - 97.1      99.0±6.5 93.0±9.5 0.46 60.6±2.1 59.8±1.6 0.78 
リジン 118.7 - 257.0      207.6±21.7 178.6±9.5 0.28 126.5±5.5 126.1±2.9 0.95 
３メチルヒスチジン 2.9 - 6.8      49.1±2.5 49.8±1.8 0.88 12.7±0.6 13.2±0.7 0.58 
トリプトファン 41.4 - 65.5      26.2±3.5 31.7±2.9 0.26 27.1±1.9 32.4±2.7 0.11 
アルギニン 46.0 - 121.7      90.1±9.6 60.8±8.2 0.04 43.0±3.9 26.3±3.6 0.01
フィッシャー比 2.3 - 4.3      3.7±0.3 3.4±0.2 0.46 3.3±0.2 3.4±0.2 0.85 
総アミノ酸 3221.4±113.3 2841.1±68.9 0.02 2099.3±77.3 2053.6±51.9 0.65 
非必須アミノ酸 2211.9±65.9 1889.6±56.1 0.002 1427.3±56.3 1357.6±45.5 0.37 
必須アミノ酸 1009.5±99.0 951.5±54.0 0.64 672.0±33.6 696.0±22.9 0.58 
分岐鎖アミノ酸 425.2±50.4 409.6±35.4 0.81 293.8±22.2 307.8±13.5 0.62 
必須アミノ酸/非必須アミノ酸 0.5±0.05 0.5±0.04 0.46 0.5±0.02 0.5±0.02 0.23 
分岐鎖/総アミノ酸 0.1±0.01 0.1±0.01 0.38 0.1±0.01 0.2±0.01 0.24 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 通常透析とオーバーナイト長時間透析の血漿アミノ酸を比較（単位：
mmol/mL） 
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図 10 通常透析とオーバーナイト長時間透析の血漿アミノ酸（車軸図）74) 
タンパク質を合成する 20 種類のアミノ酸とタンパク合成に関わるシスチンにつ
いての車軸図（アミノグラム） 
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【血漿アミノ酸の減少率】
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図 11 血漿アミノ酸の透析前後の減少率 
*P < 0.05 
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図 12 通常透析とオーバーナイト長時間透析における血漿インドキシル硫酸濃
度の比較 
*P < 0.05 
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図 13  オーバーナイト長時間透析における血漿中タンパク結合型尿毒症物質
の経時的変化（タンパク結合率は Y Itoh らの報告を参照 91)） 
*p < 0.05  
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図 14  オーバーナイト長時間透析における血漿中水溶性低分子型尿毒症物質
の経時的変化 
*p < 0.05  
** p < 0.0001  
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【血漿中中分子型尿毒症物質の経時的変化】
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図 15  オーバーナイト長時間透析における血漿中中分子型尿毒症物質（β2-ミ
クログロブリン）の経時的変化 
*p < 0.05 
**p < 0.0001 
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【タンパク結合型尿毒症物質とダイアライザーとの関連】
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図 16 血漿中タンパク結合型尿毒症物質の除去とダイアライザーの関係 
*P < 0.05 
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図 17 酸化ストレスマーカーである 8-イソプロスタンの変化率とインドキシル
硫酸の相関 
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図 18 通常透析とオーバーナイト長時間透析の mRNA 発現の比較 
** p < 0.0001 
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尿毒症物質が低下
酸化ストレスが低下
細胞障害が改善
筋肉量の減少を抑制
【⾧時間透析の有効性について予想される機序】
Nrf2関連因子の発現が低値
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 19 予後改善について予想される機序 
  実線は本研究で明らかになった部分。 
  点線は、本研究では相関が見られなかったが過去の報告から予想される部
分。 
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